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GIMENIS, J. M. Atividade antioxidante e antiglicante do extrato de Moringa oleifera Lamark e
incorporacdo em lipossomas para analise de biometrologia cutnea. 2019. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) — Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia, Universidade Estadual Paulista —
UNESP - Instituto de Quimica, Araraquara/SP.

RESUMO

Novos produtos com acdo antioxidante e antiglicante sdo estudados para inddstria cosmética e
farmacéutica, pois diversos tratamentos podem ser realizados devido a esta atividade de muitos
compostos naturais. Neste contexto, este trabalho permitiu 0 aumento do conhecimento sobre o
extrato bruto hidroetandlico de Moringa oleifera LAM, bem como sua encapsula¢do em lipossomas
para estudo do potencial efeito na melhora da hidratacdo e funcdo barreira da pele, por meio da
avaliagdo da atividade antioxidante e antiglicante in vitro e avaliagdo da eficéacia in vivo instrumental
com equipamentos biometroldgicos. Foi realizado o fracionamento do extrato em silica C18 e anélise
em HPLC-DAD/MS. A avaliagdo da atividade antioxidante do extrato foi realizada pelos testes da
atividade sequestradora do radical livre DPPH, potencial redutor de ferro (Ferric Reducing
Antioxidant Power - FRAP), inibicdo da peroxidacéo lipidica (TBARS), atividade sequestradora de
oxido nitrico (NO) e capacidade de absorcdo do radical oxigénio (ORAC-FL). A avaliacdo
antiglicante do extrato foi avaliada pelo método da mobilidade proteica em eletroforese (MRE),
determinacdo de grupos de amina livres e determinacdo da fluorescéncia de produtos finais de
glicagdo avancada (AGEs). Foi realizada a avaliacdo da citotoxicidade do extrato pelo método
sulforrodamina B e da viabilidade celular pelo método de reducdo do MTT. Foram preparados 0s
lipossomas vesiculas pelo método de hidratagdo do filme lipidico e as mesmas caracterizadas pelos
testes do potencial zeta, indice de polidispersdo e tamanho das particulas e determinada a estabilidade.
Foi realizada a avaliagdo da atividade antioxidante dos lipossomas pelo teste da atividade
sequestradora do radical livre DPPH. Foram preparadas formulacGes e realizados testes clinicos de
eficacia instrumental in vivo com Corneometer® CM825, Tewameter® TM300 e pHmeter® pH900.

Palavras-chaves: Moringa oleifera LAM.; Antioxidantes; Lipossomas; Biometrologia Cutanea.



GIMENIS, J. M. Antioxidant and antioxidant activity of Moringa oleifera Lamark extract and
incorporation into liposomes for skin biometrology analysis. 2019. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) — Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia, Universidade Estadual Paulista —
UNESP - Instituto de Quimica, Araraquara/SP.

ABSTRACT

New products with antioxidant and anti-glycemic action are studied for the cosmetic and
pharmaceutical industry, as several treatments can be performed due to this activity of many natural
compounds. In this context, this work allowed the increase of knowledge about Moringa oleifera
LAM crude hydroethanolic extract, as well as its liposome encapsulation to study the potential effect
on the hydration and barrier function of the skin, through the evaluation of antioxidant and antioxidant
activity. in vitro and evaluation of instrumental in vivo efficacy with biometrological equipment. C18
silica extract fractionation and HPLC-DAD / MS analysis were performed. The antioxidant activity
of the extract was evaluated by DPPH free radical scavenging activity, Ferric Reducing Antioxidant
Power (FRAP) tests, lipid peroxidation inhibition (TBARS), nitric oxide (NO) scavenging activity
and Oxygen Absorption (ORAC-FL). The antioxidant evaluation of the extract was evaluated by the
electrophoresis protein mobility (MRE) method, determination of free amine groups and fluorescence
determination of advanced glycation end products (AGEs). The cytotoxicity of the extract by the
sulforrodamine B method and cell viability by the MTT reduction method were evaluated. Vesicle
liposomes were prepared by the lipid film hydration method and characterized by zeta potential,
polydispersion index and particle size tests and stability determined. The antioxidant activity of the
liposomes was evaluated by the DPPH free radical scavenging activity test. Formulations were
prepared and in vivo clinical instrumental efficacy tests were performed with Corneometer® CM825,
Tewameter® TM300 and pHmeter® pH900.

Keywords: Moringa oleifera LAM.; Antioxidants; Liposomes; Cutaneous Biometrology.
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1 INTRODUCAO

Moringa oleifera Lamarck ¢ uma planta nativa da India conhecida como “arvore milagrosa”
ou “planta diamante”. Tem sido amplamente cultivada em todo o mundo, por seus multiplos usos,
principalmente por ser fonte de nutrientes e por seus efeitos medicinais, além de seu cultivo apresentar
baixo custo de producdo (LIN et al., 2019).

Vérios estudos tém demonstrado a presenca dos mais diversos constituintes quimicos em M.
oleifera, principalmente uma gama de compostos fenolicos associados a atividade antioxidante,
flavonoides e glucosinolatos. Também foi demonstrado que raiz, caule, folhas, flores, frutos e
sementes sdo ricas fontes de proteinas e minerais como calcio, sédio, potassio e magnésio, bem como
acidos graxos. Vale salientar a presenca das vitaminas A, B, C e E, assim como riboflavina, &cido
ascorbico, acido linolénico e acido folico nas folhas (ANWAR et al., 2007; AMAGLO et al., 2010;
SHIH et al., 2011).

Os estudos etnobotanicos com M. oleifera se concentram nas propriedades das folhas da
planta, pois as mesmas tem provado numerosas propriedades bioldgicas, como propriedade
antioxidante (CHUMARK et al., 2008; SINGH et al., 2009; SREELATHA e PADMA 2009; VERMA
et al.,, 2009; KUSHWAHA et al.,, 2014; YASSA e TOHAMY 2014), anti-inflamatoria e
imunomoduladora (ABD-ELHAKIM et al., 2018; SANDEEP et al., 2019), anticancerigena (JUNG
2014), anti-hipertensiva (NANDAVE et al., 2009), hipolipidémica (NAMBIAR et al., 2010),
hipoglicémica (WILLIAM et al., 1993; KUMARI 2010; YASSA e TOHAMY 2014) e antimicrobiana
(UGWOKE et al., 2017). Certamente, seus numerosos efeitos farmacoldgicos sdo devido a
diversidade de seus fitoquimicos (LIN et al., 2019). Desta forma, M. oleifera constitui importante
fonte de compostos bioativos e a adaptabilidade da planta as mais diversas condicfes aliadas a
presenca de variados constituintes quimicos e nutrientes Ihe confere imensa importancia econémica
e medicinal.

Diante do exposto acima e considerando a importancia da espécie M. oleifera para a
descoberta de novos compostos ativos, sabe-se que as plantas sdo fonte de ampla variedade de
moléculas sequestradoras de radicais livres, que podem atuar de forma direta e/ou indireta no estresse
oxidativo, prevenindo e até combatendo doencas degenerativas relacionadas ao envelhecimento.
Além da busca de novos antioxidantes, sabe-se que o desenvolvimento de novas tecnologias para
liberacdo e otimizacdo dos mesmos torna-se cada vez mais necessario. Entre estas tecnologias esté a
incorporagdo de farmacos em nanossistemas, que consiste na associagdo de moléculas a vetores
especificos objetivando o direcionamento de farmacos para o seu alvo de acdo. Estas formulacbes
oferecem numerosas vantagens comparadas aos sistemas convencionais de administracdo, como

aumento da eficacia do tratamento, reducao das dosagens e frequéncia de administragcdo do farmaco,
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reducdo do custo da terapia, diminuicdo da toxicidade e prote¢cdo do farmaco contra inativagdo
quimica ou enzimatica (TORCHILIN, 2009).

A nanotecnologia farmacéutica desenvolveu sistemas coloidais de imobilizacdo e liberacao
controlada para a veiculagdo de agentes bioativos na forma de nanodispositivos incorporados com
substancias hidrofilicas e lipofilicas entre estes dispositivos estdo os lipossomas (DUNNE et al.,
2003). Estes constituem parte dos sistemas coloidais de liberacdo controlada de compostos
terapéuticos, formados por associacdes de lipideos anfipaticos, que se organizam espontaneamente
em bicamadas lipidicas concéntricas tipo “concha esférica”. Podem ser preparados a partir de
misturas lipidicas naturais extraidas e purificadas, ou a partir de lipideos sintéticos, disponiveis
comercialmente (CHORILLI et al., 2007). Os lipossomas sdo empregados na terapéutica ha mais de
40 anos e apresentam muitas vantagens, entre elas a biocompatibilidade, pois contém os mesmos
constituintes estruturais que as membranas bioldgicas, os fosfolipideos. Tais vesiculas sdo
consideradas excelentes nanodispositivos devido a sua flexibilidade estrutural seja no tamanho,
composicdo e fluidez da bicamada lipidica. Os lipossomas também sdo biodegradaveis,
biocompativeis e ndo imunogénicos (BATISTA et al., 2007).

Para a producdo de lipossomas, a técnica de hidratacdo do filme lipidico é a mais utilizada.
Esta técnica consiste em solubilizar os lipideos em solvente organico, como cloroférmio ou metanol,
e em seguida evaporar esse solvente formando um fino filme na parede do tubo utilizado. O filme
lipidico preparado é posteriormente hidratado com agua ou com solucdo tampdo adequada. A
molécula a ser encapsulada pode ser incorporada na solucdo tampdo, no caso de serem hidrofilicas,
ou dissolvidos na mistura lipidica, se forem lipofilicas (GREGORIADIS e SENIOR, 1980; KIRBY
et al., 1980). A utilizacdo dos lipossomas esta relacionada também com uma maior duracao do efeito
terapéutico do farmaco, que apresenta prolongada liberacdo no organismo, permitindo que doses
maiores sejam administradas sem 0s riscos da toxicidade. Assim, ha maior janela terapéutica e um
menor numero de administraces do farmaco ao longo do tratamento (MENDES et al., 2018).

Na ultima década a ciéncia farmacéutica e a cosmetologica, ganhou uma profunda relevancia,
convertendo seus produtos em elementos geradores de salde, bem-estar e qualidade de vida. No
entanto, o conhecimento neste campo vem se intensificando cada vez mais e revelando os ativos que
compdem um produto, sua formulacéo e adequacdo ao biotipo e aos novos conceitos de fabricacao
para manipulacdo em farméacia e/ou indastria (DAUDT et al., 2013; ALMEIDA et al., 2017).

Dentro deste contexto destaca-se a Bioengenharia cutanea, ou Biometrologia cutanea, que
consiste no estudo das caracteristicas bioldgicas, mecanicas e funcionais da pele por meio da medicao
de diferentes variaveis por méetodos cientificamente comprovados e ndo-invasivos, que podem ser
usados sozinhos ou em combinagdo. Existem equipamentos modernos que podem medir, por

exemplo, a concentracdo de &gua na pele e a perda transepidérmica, antes e depois do uso de uma
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férmula. A biometrologia esta fortemente inserida na analise Genética e Cosmetica, visto 0 seu
crescimento na area da salde e considerando ainda o desenvolvimento da Biotecnologia na salude
humana, na producdo de alimentos e na Medicina Forense (BLICKENSTAFF et al., 2014;
HUMBERT, 2017).

Diante do exposto, este estudo conciliou as vantagens da nanotecnologia juntamente com a
acdo antioxidante e o possivel potencial antiglicante de M. oleifera na elaboracdo de lipossomas com
0 extrato das folhas da planta para aplicacao tdpica. Desta forma, este trabalho foi desenvolvido para
obter e caracterizar lipossomas contendo o extrato das folhas de M. oleifera e avaliar in vitro e in vivo
esse sistema de liberacéo controlada. Portanto, o presente trabalho viabilizou a ampliagéo dos estudos
com M. oleifera com uma abordagem nanotecnoldgica, o que consiste numa importante aplicacao
destas nanoestruturas como forma de aplicacdo do extrato da planta, maior estabilidade dos seus

compostos antioxidantes, antiglicantes e melhora da qualidade da pele, justificando sua realizacao.
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Os resultados de citotoxicidade obtidos demonstram que o extrato das folhas de M. oleifera
tem efeito inibitorio em diferentes linhagens celulares. Anwar e colaboradores (2007) demonstram
que as folhas sdo uma fonte potencial para atividade antitumoral. Patel e Pande (2018), sobre
citotoxicidade da M. oleifera, reforcam que o extrato de folhas de Moringa oleifera tem um
significativo efeito inibitério em diferentes linhagens celulares, porém ndo induzem citotoxicidade
em células normais. Em outros estudos, Ghosh e Gaba (2013) e Muhammad et al. (2013)
demonstraram que M. oleifera é exemplo de planta rica em flavonoides e utilizada no tratamento de
feridas pois contribuiu para o aumento na proliferagdo e migracdo de fibroblastos, assim como
proliferacdo em células Hacat. Os autores atribuem estes resultados & presenca de derivados de acidos

fendlicos no extrato avaliado.

5. Concluséo

Diante dos resultados obtidos neste estudo foi possivel concluir que Moringa oleifera possui
potencial para ser utilizada como fonte de compostos antioxidantes, antiglicantes e citotoxicidade em
linhagens de células tumorais, refletindo na possibilidade da utilizacdo desta espécie em diversas

aplicacdes na area da salde, cosmética e alimentacao.
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mediadas pelo estresse oxidativo e, conforme apontado acima, em lipossomas pode apresentar

beneficio adicional da sua aplicacdo em bases topicas apropriadas e seguras.

5. Concluséo

Os resultados obtidos nesta investigagcdo sugerem que M. oleifera possui potencial para ser
utilizada como fonte de compostos antioxidantes encapsulados em lipossomas para aplicacdo em
férmulas cosméticas e farmacéuticas, pois sdo capazes de aumentar a hidratacdo e manter a funcao
barreira, reduzindo os sinais de envelhecimento, principalmente os danos causados pelo estresse

oxidativo.
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